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基于可降解磁性生物支架的离体三维心肌补片构建及其生物学特性
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!摘要"

!

目的"合成可降解磁性氧化铁
#

壳聚糖
#

芦荟胶多孔支架%构建新型离体三维心肌补片%并探索其生物学特性(

方法"配置不同质量分数的磁性氧化铁纳米颗粒
#

壳聚糖
#

芦荟胶的混合溶液%通过低温梯度冷冻干燥技术制备三维多孔支架%

并通过扫描电子显微镜)动态热机械分析)孔隙率测试和体外降解实验等对其物理)生物特性进行分析(将幼稚心肌细胞消化

后接种至支架混合培养
$

周(用荧光定量
[?T

技术检测离体心肌补片中%心肌细胞特异性基因及细胞凋亡基因的
JTES

水

平表达量(结果"

"-$]

磁性氧化铁纳米颗粒
#$]

壳聚糖
#"-!]

芦荟胶多孔支架的表面孔洞均一%孔隙率为
"-(&"i"-"$,

*机

械拉伸强度为#

"-&&i"-"'

$

J[;

%弹性极限应变约
"-$!i"-"$

%且弹性极限随支架中芦荟胶含量增加而减小#

'

$

"-"%

$*体外

生理条件下%

,5

降解率为#

Q!-(i!-R

$

]

%且降解过程可被磁共振监测(支架可促进大鼠心肌细胞#

B(?!

$增殖%无细胞毒性(

复合培养形成的离体心肌补片%可在外加电场下收缩
#

舒张%且补片中的心肌细胞成熟相关基因表达升高#

'

$

"-"%

$%凋亡抑制

#

'

$

"-"%

$(结论"可降解磁性氧化铁
#

壳聚糖
#

芦荟胶多孔支架适合心肌组织工程应用*其构建的离体三维心肌补片可促进心

肌细胞成熟%具有植入心脏治疗心肌梗死后心肌损伤的潜能(
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心肌梗死及其导致的心肌重构和心衰长期以

来是全球排名第一的致死因素,

$#!

-

(严重的心肌缺

血会造成大面积心肌细胞坏死%由于心肌细胞再生

能力十分低下%最终可演变为心力衰竭,

&

-

(近年来%

虽然干细胞技术被应用于心肌梗死的治疗,

R#'

-

(然

而直接注射干细胞%存活率低且无法与原有心肌有

效整合%难以维持稳定的疗效,

,#Q

-

(运用组织工程技

术将干细胞先在体外复合于组织工程支架中%从而

有效提高植入后干细胞的存活率%促进其与既有心

肌建立血供联系以形成有功能的整体%成为当下重

要的开拓性研究方向之一(

作为组织工程基本构架的生物支架材料必须

满足生物相容性)可降解性)合适的厚度与良好的

支撑性能等条件(这种材料首先需要具有合适的

孔径与良好的孔隙率%能够为细胞生长提供足够的

空间%使附着生长的细胞能获得充足的氧与养分输

送而提高存活率*同时需要有生物功能性亲水表

面%促进细胞黏附)增殖)分化%刺激细胞外基质形

成*还要具有较高的抗压强度%表现出与自然心脏

组织良好的生物机械适应性,

(

-

(

有研究,

$"

-表明%壳聚糖作为一种碱性的天然多

糖%具有良好的生物相容性)生物可降解性)内在抗

菌活性以及与生长因子结合的能力*而芦荟胶已被

多项实验证明具有抑制凋亡)促进细胞增殖的作

用,

$$

-

(二者结合%可作为一种较理想的支架材料植

入体内(此外%临床试验,

$!

-证实%围手术期补充铁

元素可以减少因失血所致的术后贫血的发生%并可

以增强心脏搏出量和肾滤过率,

$&#$R

-

(而对于急性

心肌梗死的患者%增加血液循环中铁元素含量可以

明显缩小心肌梗死面积并延缓左室重构,

$%

-

(因此%

本研 究 以 磁 性 氧 化 铁 纳 米 颗 粒 #

<2191L<54

9;91

0

;23<GD4C

%

8OE[

$)壳聚糖和芦荟胶为原料合成

新型磁性生物支架%并在此基础上构建离体三维心

肌组织补片%探索其生物学特性%期望能为心肌梗

死的移植物替代治疗提供新的选择(

6

!

材料和方法

$-$

!

磁性生物支架的制备
!

将
"-'

A

冰醋酸溶于

$""JV

纯水中制得弱酸性溶剂*称取
$

A

壳聚糖和

"-!

A

芦荟提取物粉末%缓慢加入剧烈搅拌的溶剂

中%至溶液呈半透明状(通过溶剂热法制得

8OE[

,

$'

-

%并将其加入上述溶液中%形成质量分数约

为
"-$]

的磁性氧化铁)

$]

的壳聚糖及
"-!]

的芦

荟黑色混合溶液(将上述混合溶液以固定速率于

液氮中快速定型后%

j%"o

冷冻干燥
RQ@

%制得磁

性生物支架(使用前%用'"

?1

辐照灭菌#

!%KX

7

$(

$-!

!

力学性能表征
!

采用动态热机械分析仪
aQ%"

测试多孔支架的拉伸强度(将制备的支架裁剪成

%JJk!JJk&"JJ

的长方条%固定在测试台上(

以
$""

"

!%"E

的拉力%将样品以
$JJ

'

J<9

速度沿

轴线拉伸至断裂(将所获得数据制图%获得材料的

弹性模量和弹性应变极限(

$-&

!

孔隙率测试
!

将支架置于体积为
5

"

的无水

乙醇中%放入真空箱中%抽真空%记复合材料与乙醇

的总体积为
5

$

(移出支架并记录剩下的无水乙醇

体积为
5

!

(支架的孔隙率#

'

$

b

#

5

"

j5

!

$'#

5

$

j

5

!

$

k$""]

(

$-R

!

体外降解实验
!

将灭菌处理后的含有不同浓

度芦荟胶成分的多孔支架称质量%记为#

6

<

$(浸入

%JV

含有
"-!J

A

'

JV

胶原酶
#

的
[Y.

溶液%于不

同时间取出支架%离心干燥称质量%记为 #

6

>

$(降

解度#

2

$

b

,#

6

<

j6

>

$'

6

<

-

k$""]

同时%用磁共振监测不同时间点的含
"-$]

8OE[

的多孔支架#氧化铁组$以及不含
8OE[

的多

孔支架#无氧化铁组$的降解过程%并记录影像(

$-%

!

支架细胞毒性测试
!

将上述多孔支架裁剪成

%JJk%JJk!JJ

大小%浸泡于
&JV

含
%]

=Y.

的
NFIF

培养液中
,!@

%并收集浸出液(将

等数量
B(?!

大鼠心肌细胞接种至
TM?S

计数培

养板内%加入支架材料浸出液
!""

&

V

培养#支架

组$(用同样置于
&,o,!@

的
NFIFl%]=Y.

培

养液培养的细胞作为对照(设定程序%实时监测细

胞
RQ@

%观察其贴壁密度以及增殖速率(将所得数

据绘图%比较两组细胞毒性(

$-'

!

离体三维心肌补片的构建
!

选取经'"

?1

灭菌

后的多孔支架%裁剪成约
%JJk%JJk!JJ

大

小#约
$

A

$%放置于底部直径
'"JJ

的低吸附细胞

培养皿中(按
Rk$"

%个'
GJ

&密度%将分化至第
!$

天的人心肌细胞接种到多孔支架上%并用含
%]=Y.

的
NFIF

培养液培养
,5

后%进行其他实验(

#&!

?@<94C4W1/29;D1>?D<9<G;DF45<G<94
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%
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$-,

!

三维补片形貌表征
!

将培养
,5

的离体心肌

补片置入
!-%]

戊二醛%

Ro

固定
$!@

*

"-$JJ1D

'

V

[Y.

漂洗后%用
$]

锇酸固定液固定
$@

*用
&"]

"

$""]

乙醇梯度脱水*临界点干燥)喷金后%扫描电

镜观察并摄片(

$-Q

!

收缩
#

舒张功能测试
!

将培养
,5

的离体三维

心肌补片置于两电极之间%设定电极放电参数为
R"

J\

)

%JC

)

"-!B̀

(记录组织收缩
#

舒张影像%用

8J;

A

4W

图像分析软件对影像进行分析%用
?D;J

0

><3

轨迹拟合软件分析收集的数据%得出收缩
#

舒张

曲线(

$-(

!

定量
[?T

!

采用定量
[?T

方法分析支架组

心肌补片与对照组心肌组织心肌细胞特异性基因

及凋亡相关基因表达(按照
MT8̀1D

#

M@42J1

=<C@42.G<493<><G

%美国$操作步骤提取补片及组织

总
TES

(使用
T4:42M2;SG4

MF 逆转录试剂盒

#

MO)OYS

%日本$逆转录后%用
.)YT X2449

T4;D3<J4[?TF;C342F<L

MF试剂盒#

MO)OYS

%日

本$行定量
[?T

检测(设计肌钙蛋白
M

#

G;25<;G

321

0

19<9M

%

GM9M

$)

Y

型钠尿肽#

Y#3

70

49;32</243<G

0

4

0

3<54

%

YE[

$)心房钠尿因子#

;32<;D9;32</243<G

>;G312

%

SE=

$)

Y

细胞淋巴瘤'白血病
#!

#

Y#G4DD

D

7

J

0

@1J;

'

D4/K4J<;#!

%

YGD#!

$)

YGD#!

相关
*

蛋白

#

YGD#!;CC1G<;345*

0

2134<9

%

Y;L

$特异性引物%序列

见表
$

(以各目的基因与
XS[NB

表达量比值为目

的基因相对表达量(各实验重复
&

次(

表
6

!

心肌细胞特异性基因及凋亡相关基因引物序列

基因 上游引物序列#

%r

)

(r

$ 下游引物序列#

%r

)

(r

$

SE= ???SMXMS?SSMX??XMXM??SS? ???X?MM?MM?SMM?XX?M?S?M

YE[ MXXSSS?XM??XXXMMS?SX ?MXSM??XXM??SM?MM??M

GM9M SSS??SSSX???SXXM?XMM? SXXM??MM?M??SMX?X?MM?

YGD#" ?MXSXMS??MXSS??XX?S??M ?SX???SXS?M?S?SM?S??SSX

Y;L ?S?MXSSX?XS?MXSMXM???MXM S?M???X??S?SSSXSMXXM?S?

$-$"

!

统计学处理
!

使用
X2;

0

@[;5[2<CJQ-"

分

析数据%所得数据均以
(

-i*

表示(两组数据组间比

较使用
.3/5493#

检验*多组数据比较使用单因素方

差分析法#

194#U;

7

SEO\S

$检验(检验水准#

!

$

为
"-"%

(

8

!

结
!

果

!-$

!

磁性生物支架的表面特征及孔隙率
!

通过梯

度冷冻干燥法制得的磁性生物支架材料表面结构

见图
$S

%可见梯度冷冻干燥法使该材料表面具有有

序且联通性好的微米级孔%平均直径为#

,Q-%i

$-"

$

&

J

%平均面积为#

$-"(i"-",

$

k$"

R

&

J

!

(此

外%从其局部放大图可见孔壁上均匀分布有四氧化

三铁颗粒(通过乙醇替代法对用不同芦荟质量分

数制得的支架进行孔隙率测试%发现所有多孔支架

的孔隙率
%

(!]

%表明所获得多孔支架内部为联通

孔洞结构*随着制备溶液中芦荟含量的增多%孔隙

率存在升高趋势#图
$Y

$%表明芦荟成分的加入%使

水分子分布更加均匀%冻干后进一步增强了支架的

孔隙(

!-!

!

磁性生物支架的力学特性
!

通过动态热机械

分析仪测定不同质量分数芦荟制得的支架在干燥

状态下的机械拉伸强度及弹性拉伸应变极限%结果

#图
$?

"

$N

$显示&多孔支架的机械拉伸强度并未

随芦荟含量变化而改变%均约
"-&J[;

*但随着芦荟

含量的增多%支架的弹性拉伸应变极限量减小#

'

$

"-"%

$%表明芦荟成分的加入%影响了壳聚糖分子之

间的氢键结构强度%使得支架弹性降低(

图
6

!

磁性生物支架的物理表征

!!

S

&磁性生物支架表面扫描电镜图*

Y

&乙醇替代法测量支架孔隙率*

?

%

N

&动态热机械分析评价支架的机械拉伸强度和弹性拉伸应变极限
-

#

'

$

#-#%

%

##

'

$

#-#$

%

###

'

$

#-##$

$&!
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!-&

!

磁性生物支架的生物学特性
!

经胶原酶
#

模

拟的体外生物降解测试结果#图
!S

$显示&含有

"-!]

芦荟胶成分的磁性生物支架表现出更好的生

物降解速率%第
&

天已降解超过
Q"]

%第
,

天达到

#

Q!-(i!-R

$

]

*当芦荟胶成分
'

"-R]

时%降解速

率过快%第
!

天就几乎完全降解%无法固定称质量%

提示复合支架的成分及结构与生物细胞外基质相

似%使支架易被降解(磁共振#

M

!

加权
M.I

序列影

像%图
!Y

$显示&随着时间延长%氧化铁组多孔支架

由低信号逐渐转变为均质的高信号*而无氧化铁组

多孔支架一直为均质的高信号(

!-R

!

磁性生物支架的细胞毒性
!

以类型相似但增

殖能力更强的大鼠心肌细胞#

B(?!

$代替人心肌细

胞对支架材料的体外细胞毒性进行评估%结果#图

!?

"

!N

$显示&用支架的浸出液培养的
B(?!

细胞

密度略高于对照组%倍增时间为#

&"-Qi%-R

$

@

%约

为对照组的
&

'

R

%倍增速率优于对照组%表明多孔支

架对心肌细胞无显著毒性作用%其析出成分反而能

促进细胞增殖(

!-%

!

离体三维心肌补片的形貌特征及收缩
#

舒张功

能
!

细胞与支架共培养
,5

后%支架表面心肌细胞

黏附稳固)伸展良好%而支架孔隙也几乎被迁移的

心肌细胞填充*心肌细胞排列整齐%在细胞与细胞)

细胞与支架之间已形成紧密的结构%局部放大图可

见相邻细胞间形成的紧密连接#图
&S

$(在外加电

场刺激下%三维心肌补片可产生有节律的收缩
#

舒张

运动#图
&Y

$%表明构建的三维心肌补片具有一定的

生理功能(

!-'

!

离体三维心肌补片对心肌细胞成熟与细胞凋

亡的作用
!

对培养
,5

后的三维心肌补片#支架组$

以及同时间培养的自然成簇的心肌细胞#对照组$

进行比较%结果#

&?

$显示&支架组心肌补片中心肌

结构特异性蛋白
SE=

的
JTES

表达量是对照组

的
&-Q!

倍#

'b"-"&QR

$%心肌细胞成熟相关基因

YE[

和
GM9M

的
JTES

表达水平分别为对照组的

%-$R

倍#

'

$

"-""$

$和
&-!R

倍#

'b"-""&

$%凋亡相

关基因
Y;L

'

YGD#!

比例仅为对照组的
"-RR

倍#

'b

"-"$!

$(

图
8

!

磁性生物支架的生物学特性及毒性

!!

S

&磁性生物支架在溶菌酶作用下的体外降解速率*

Y

&支架降解过程的磁共振图像*

?

%

N

&体外细胞毒性测试中
B'?"

增殖
#

时间曲线和倍

增时间
-

#

'

$

#-#%

图
9

!

三维心肌补片的表征及相关基因表达量分析

!!

S

&三维心肌补片表面扫描电镜图*

Y

&心肌补片的收缩
#

舒张偶联曲线*

?

&荧光定量
[?T

检测心肌补片中心肌特异性基因及凋亡相关基因

表达量差异
-SE=

&心房纳尿因子*

YE[

&

Y

型纳尿肽*

GM9M

&肌钙蛋白
M

*

YGD#"

&

Y

细胞淋巴瘤'白血病
#"

*

Y;L

&

YGD#"

相关
*

蛋白
-

#

'

$

#-#%

%

##

'

$

#-#$

%

###

'

$

#-##$

9

!

讨
!

论

成年人的心肌自我更新能力十分有限(心脏

缺血性疾病发生后%缺血区域心肌细胞损伤或死

亡%但周围的心肌细胞无法分裂增殖%导致患者心

力衰竭以致死亡(目前%基于干细胞的替代修复方
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法正越来越受到人们重视%其中组织工程心肌已成

为最有希望的治疗方案之一,

$,#$Q

-

(因此%构建具有

功能的组织工程心肌补片成为实现该目标的研究

重点(

生理条件状态下%心肌细胞在由细胞外基质及

相邻细胞形成的三维立体微环境中生长%与周围细

胞通过传递的化学)电以及物理机械等信号紧密联

系(因此%重建具有生理功能心肌组织的关键是构

建良好生物相容性的立体支架材料%为细胞提供多

维空间%并同时促进心肌细胞成熟以及功能化,

$(

-

%

这样在未来才可用于组织移植%改善心肌梗死患者

心脏功能(

支架的核心要素是孔隙和三维结构(有研

究,

$"

-表明%

%"

"

$""

&

J

的孔径最适合心肌细胞生

长及存活%支架的孔径过大会影响内皮细胞的迁

移%从而阻碍血管化进程*孔径过小则导致细胞没

有足够的生长空间%同时会妨碍养料的运输(本研

究中的多孔支架以壳聚糖为骨架结构%加入芦荟成

分%其活性基团具有强烈亲水性%使水分子分布更

加均一%进而使干燥后的支架孔径均一%避免孔径

过大或过小,

!"

-

(此外%梯度冷冻使支架产生了有序

的层状结构而表现出规则的三维结构%为心肌细胞

生长提供足够的空间%并使心肌补片中的心肌细胞

形成良好的偶联%进而为细胞迁移及细胞间物质交

换提供便利条件%有利于提高附着心肌细胞的存活

率%促进心肌细胞成熟%改善心肌补片的机械性能

和力学强度,

!$

-

%提高体外培养的组织工程心肌补片

的生理功能(

其次是生物相容性%由于壳聚糖本身就是一种

天然的碱性多糖%结合芦荟成分%使该支架具有良

好的生物降解速率(但芦荟成分也部分破坏了壳

聚糖骨架间的氢键结构%在使其降解速率加快的同

时%也削弱了壳聚糖结构的拉伸应变能力,

!!

-

(芦荟

强烈亲水特性使支架更有利于心肌细胞黏附%同时

其释放的微量因子具有促进心肌细胞新陈代谢)改

善心肌收缩功能的作用(

随着临床研究者对生物安全性的考虑增加%植

入支架的可视化及实时监测也受到更多关注(氧

化铁材料已被
$"

余年的临床应用证明在体内具有

良好的安全性,

!&#!R

-

(该类材料通过体内巨噬细胞

的吞噬分解产生铁离子%并最终进入机体铁元素循

环,

!%

-

(故本研究引入磁性四氧化三铁纳米颗粒%赋

予该支架在磁场作用下特殊的响应性%使其降解过

程可用磁共振影像进行追踪%结果表明%随着降解

的进行%该支架内部的
8OE[

不断被分解或转运流

失%使其磁性强度发生变化%且与降解程度正相关(

此外%有研究,

!'

-表明%利用表面晶体生长的方法成

功制备可降解复合氧化铁支架%承载骨髓间充质干

细胞可以有效改善心肌梗死所致心脏泵血功能降

低(因此%进一步研究将着重关注该组织工程心肌

补片植入心肌梗死动物模型体内后的安全性和有

效性(

综上所述%本研究应用梯度冷冻干燥技术%成

功制备了
8OE[#

壳聚糖
#

芦荟胶多孔支架%并以之构

建得到具有收缩
#

舒张生理功能的离体三维心肌补

片(经证实该磁性生物支架可有效促进心肌细胞

增殖和功能成熟%克服了传统细胞疗法存在的细胞

成活率低及不成熟等问题%为将其应用于以心肌梗

死为代表的缺血性心脏病的治疗提供了基础(
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